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(54) Title: METHOD FOR DIAGNOSING AN ADENOCARCINOMA OR A BENIGN PROSTATE PATHOLOGY 

(54) Titre: METHODE DE DIAGNOSTIC D'UN ADENOCARCINOME OU D*UNE PATHOLOGIE BENIGNE DE LA PROSTATE 

(57) Abstract 



The invention concerns a method for diagnosing a prostate adenocarcinoma in a male human patient without performing prostatic 
biopsy, using the PSA protein (prostate specific antigen) present in the patient's blood, serum, urine or seminal liquid. The method consists 
in: a) measuring the free PSA total level, that is cleaved or non-cleaved; b) measuring the level of all or part of the cleaved free PSA; 
c) calculating the proportion of cleaved free PSA relative to the total free PSA; and d) diagnosing that the patient suffers from: a prostate 
adenocarcinoma, when said ratio is not more than a reference value; a benign prostate pathology, such as benign prostatic hypretrophy, 
when said ratio is higher than the reference value. It is also possible to calculate the proportion of non-cleaved free PSA relative to the 
free PSA total or the proportion of cleaved free PSA relative to the non-cleaved free PSA or to the total PSA or to the complexed PSA or 
to establish a ratio between those proportions. The invention is applicable to diagnosis of adenocarcinoma or benign prostatic hypertrophy. 

(57) Abrege* 

La presente invention concerne une methode de diagnostic d'un adenocarcinome de la prostate chez un patient humain male, sans 
pratiquer de biopsie prostatique, qui utilise la proline PSA (prostate specific antigen) pnfsente dans le sang, le serum, 1'urine ou le liquide 
s6minal du patient Elle consiste a: (a) mesurer le niveau de PSA libre total, e'est-a-dire cliv6 ou non clive\ (b) mesurer le niveau de 
tout ou partie du PSA libre clive*, (c) calculer la proportion de PSA libre cliv6 par rapport au PSA libre total, et (d) diagnostiquer que le 
patient est: atteint d'un ad6nocarcinome de la prostate, lorsque ce rapport est infeneur ou egal a une valeur de reference, ou atteint d'une 
pathologie benigne de la prostate, telle qu'une hypertrophic benigne de la prostate, lorsque ce rapport est superieur a la valeur de reference, 
n est egalement possible de calculer la proportion de PSA libre non dive" par rapport au PSA libre total ou la proportion de PSA libre 
clivd par rapport au PSA libre non dive" ou au PSA total ou au PSA complex^ ou d'effecteur un ratio entre ces proportions. L'invention 
est appliqu6e au diagnostic de Taddnocarcinome ou de rhypertrophie benigne de la prostate. 



UNIQUEMENT A TITRE D 'INFORMATION 



Codes utilises pour identifier les Etats parties au PCT, sur les pages de couverture des brochures publiant des demandes 
intemationales en vertu du PCT. 



AL 


Albanic 


ES 


Espagne 


LS 


Lesotho 


SI 


Slovenie 


AM 


Armenie 


FI 


Finlande 


LT 


Lituanie 


SK 


Slovaquie 


AT 


Autrichc 


FR 


France 


LU 


Luxembourg 


SN 


Senegal 


AU 


Australie 


GA 


Gabon 


LV 


Let ton ie 


sz 


Swaziland 


AZ 


Azerbaijan 


GB 


Royaumc-Uni 


MC 


Monaco 


TD 


Tchad 


BA 


Bosn ie- Herzegov me 


GE 


Georgie 


MD 


Republique de Moldova 


TG 


Togo 


SB 


Bar bade 


GH 


Ghana 


MG 


Madagascar 


TJ 


Tadjikistan 


BE 


Belgique 


GN 


Guinee 


MK 


Ex -Republique yougoslave 


TM 


Turkmenistan 


BF 


Burkina Faso 


GR 


Grece 




de Macedoine 


TR 


Turquie 


BG 


Bulgarie 


HU 


Hongrie 


ML 


Mali 


TT 


Trinite-et-Tobago 


BJ 


B^nin 


IE 


Irlande 


MN 


Mongol ie 


UA 


Ukraine 


BR 


Brtsil 


IL 


Israel 


MR 


Mauritanie 


UG 


Ouganda 


BY 


Bdlanis 


IS 


Island* 


MW 


Malawi 


us 


Etats- Un is d'Amenque 


CA 


Canada 


IT 


Italie 


MX 


Mexique 


uz 


Ouzbekistan 


CF 


Republique centratricaine 


JP 


Japon 


NE 


Niger 


VN 


Vict Nam 


CG 


Congo 


KE 


Kenya 


NL 


Pays- B as 


YU 


Yougoslavie 


CH 


Suisse 


KG 


Krrghizisttm 


NO 


Norvege 


zw 


Zimbabwe 


CI 


C6te d'lvoirc 


KP 


Republique populaire 


NZ 


Nouvelle-Zeiande 






CM 


Cameroun 




dfmocratique de Co nee 


PL 


Pologne 






CN 


Chine 


KR 


R6publique de Coree 


PT 


Portugal 






cu 


Cuba 


KZ 


Kazakstan 


RO 


Roumante 






cz 


Republique tcheque 


LC 


Sainte-Lucie 


RU 


Federation de Russie 






DE 


Allemagne 


U 


Liechtenstein 


SD 


Soudan 






DK 


Dan cm ark 


LK 


Sri Lanka 


SB 


Suede 






EE 


Estonic 


LR 


Liberia 


SG 


Singapour 







f 



10 



WO 00/02052 PCT/FR99/01622 



METHODE DE DIAGNOSTIC D'UN A DENOC AR CINOME OU D'UNE PATHOLOGIE BENIGNE DE LA PROSTATE 

La presente invention concerne une methode de depistage ou de diagnostic 
permettant de mettre en evidence la presence d'un cancer de la prostate ou d'une 
5 hypertrophic benigne de la prostate (BPH) chez un patient, et ceci sans realiser de 

biopsie. 

f 

En effet, Vantigene specifique de la prostate, plus communement appele PSA, 
est le principal marqueur du cancer de la prostate qui affectera, au cours de sa vie, un 
homme sur six en Occident. Cette protease de la famille des kallikreines, 
principalement secretee par I'epithelium prostatique, est retrouvee a une concentration 
de 0,5 a 5 mg/ml dans le liquide seminal et a une concentration un million de fois 
moindre dans le serum d'un patient. Ce taux de PSA serique augmente notablement 
lors d'un cancer de la prostate et moderement lors d'alterations benignes, telles que 
15 BPH, prostatite aigt4e. . . 

Cependant, la zone de recouvrement entre les differentes pathologies est 
responsable d'un manque important de sensibilize et de specificite. C'est ainsi que 30 a 
45 % des cancers confines a la glande, qui constitue un stade precoce et 
potentiellement curable, ne sont pas depistes avec le seuil usuel de 4 ng/ml alors que 
20 trois patients sur quatre sont suspectes d tort. 

Par ailleurs, il a ete montre recemment que dans le serum, le PSA s'associait a 
des inhibiteurs de protease, tels que Va-1 antichymostrypsine (ACT), et que Vusage du 
ratio PSA libre sur PSA total permettait d'ameliorer la specificite du diagnostic. 

L'art ant&rieur montre done qu'il existe des techniques permettant de 
25 diagnostiquer le developpement d'un cancer de la prostate chez les patients. Ainsi, la 
dememde de brevet WO-A-97/ 12245 revendique une methode permettant de 
diagnostiquer un adenocarcinome de la prostate (CAP) sans biopsie. Cette methode 
consiste a mesurer, dans le serum ou dans le sang des patients, la quantite totale de 
PSA. Si cette valeur est comprise entre 2,5 et 20 ng/ml, on mesure egalement la 
30 concentration de PSA libre. On calcule ensuite le ratio PSA libre sur PSA total. Si ce 
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ratio est in/erieur a 7 % t le diagnostic s'oriente vers un adenocarcinome de la 
prostate. 

Toutefois, Putilisation d'un seuil a 7 %, pour le diagnostic d'un cancer de la 
prostate, est controversee par de nombreux auteurs, comme le montre la publication de 
Lein et al. « Relation of free PSA/total PSA in serum for differentiating between patients 
with prostatic cancer and benign prostate hyperplasia : which cutoff should be used ? ». 
Dans ce document publie dans la revue Cancer Investigation, 16(1), 45-49, 1998, il a ete 
demontre qu'il est difficile, par le biais de ce ratio, de differencier systematiquement un 
cancer ou adenocarcinome de la prostate, d'une BPH. 

En outre la publication de Catalona et al, " Prostate Cancer Detection in Men 
With Serum PSA Concentrations of 2.6 to 4.0 ng/ml and Benign Prostate 
Examination ", publiee dans JAMA du 14 Mai 1997- Vol 277, No. 18, demontre qu'une 
concentration inferieure a 4 ng/ml doit etre prise en consideration pour depister 
precocement un cancer de la prostate. 

Par ailleurs, dans le liquide seminal, le PSA peut presenter des sites de clivages 
internes qui n'affectent pas sa cohesion tridimensionnelle du fait de 1 'existence de cinq 
ponts disulfides qui Hent les differents fragments de la molecule. Le PSA ainsi clive perd 
son activite enzymatique et sa capacite a s'associer aux inhibiteurs de protease. Mais 
dans le serum, aucune forme clivee n'est generalement mentionnee dans Tetat de la 
technique. 

Aucune forme clivee n'a jusqu'a ce jour ete rapportee en cas de pathologies 
benignes de la prostate et Tinteret des formes clivees n'a pas ete explore a des fins de 
diagnostic. 

Conformement a la presente invention, la methode de diagnostic proposee 
permet de combler le manque d'efFicacite des tests dans la zone de concentration de 
PSA totale supirieur a 2 ng/ml. A cette fin, les formes moleculaires de PSA serique de 
patients atteints de cancer ou de BPH ont ete cartographies par electrophorese bi- 
dimensionnelle, associe a la detection par chimiluminescence, afin d*observer Tensemble 
des formes de PSA libre, complexe et clive. 
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Ainsi, les profils de serum de cancereux sont relativement homogenes, alors que 
ceux de BPH peuvent comporter une proportion relativement importante de formes 
clivees, et des spots legerement plus basiques. 

II est done demontre que Taugmentation du ratio PSA libre sur PSA total en cas 
5 de BPH peut Stre lie a Texistence de PSA clive, enzymatiquement inactif et incapable de 
se Her a TACT, ou etre en relation avec du PSA libre legerement basique qui pourrait 
correspondre a la forme zymogene inactive. 

A cet efFet, la presente invention concerne une premiere methode d'analyse en 
10 vue du diagnostic d'un adenocarcinome de la prostate chez un patient humain male, sans 
pratiquer de biopsie prostatique, qui utilise la proteine PSA (prostate specific antigen) 
presente dans un echantillon de sang, de serum, d'urine ou de liquide seminal du patient, 
caracterisee en ce qu'elle consiste a : 

- mesurer le niveau de PSA libre total, e'est-a-dire clive ou non clive, 
15 - mesurer le niveau de tout ou partie du PSA libre clive, 

- calculer la proportion de PSA libre clive par rapport au PSA libre total, et 

- distinguer deux cas, a savoir : 

• ce rapport a une valeur inferieure ou egale a une valeur de reference ou de 
differentiation, trouvee chez des patients affectes par un adenocarcinome de 

20 la prostate, de sorte que le patient est atteint d'un adenocarcinome de la 

prostate, 

• ce rapport a une valeur superieure a la valeur de reference, trouvee chez des 
patients affectes par une pathologie benigne de la prostate, de sorte que le 
patient est atteint d'une pathologie benigne de la prostate, telle qu'une 

25 hypertrophic benigne de la prostate. 

La presente invention concerne une deuxieme methode d'analyse en vue du 
diagnostic d'un adenocarcinome de la prostate chez un patient humain male, sans 
pratiquer de biopsie prostatique, qui utilise la proteine PSA (prostate specific antigen) 
presente dans un echantillon de sang, de serum, d'urine ou de liquide seminal du patient, 

30 caracterisee en ce qu'elle consiste a : 

- mesurer le niveau de PSA libre non clive, 
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- mesurer le niveau de tout ou partie du PSA libre dive, 

- calculer la proportion de PSA libre clive par rapport au PSA libre non clive, et 

- distinguer deux cas, a savoir : 

• ce rapport a une valeur inferieure ou egale a une valeur de reference ou de 
differenciation, trouvee chez des patients affectes par un adenocarcinome de 
la prostate, de sorte que le patient est atteint d'un adenocarcinome de la 
prostate, 

• ce rapport a une valeur superieure a la valeur de reference, trouvee chez des 
patients affectes par une pathologie benigne de la prostate, de sorte que le 
patient est atteint d'une pathologie benigne de la prostate, telle qu'une 
hypertrophic benigne de la prostate. 

Dans ces deux premiers cas, la valeur de reference est comprise entre 2 et 12 % 
et preferentiellement entre 5 et 8 %. 

La presente invention concerne une troisieme methode d' analyse en vue du 
diagnostic d'un adenocarcinome de la prostate chez un patient humain male, sans 
pratiquer de biopsie prostatique, qui utilise la proteine PSA (prostate specific antigen) 
presente dans un echantillon de sang, de serum, d 'urine ou de liquide seminal du patient, 
caracterisee en ce qu'elle consiste a : 

- mesurer le niveau de PSA libre total, c'est-a-dire clive ou non clive, 

- mesurer le niveau de tout ou partie du PSA libre non clive, 

- calculer la proportion de PSA libre non clive par rapport au PSA libre total, et 

- distinguer deux cas, a savoir : 

• ce rapport a une valeur superieure ou egale a une valeur de reference ou de 
differenciation, trouvee chez des patients affectes par un adenocarcinome de 
la prostate, de sorte que le patient est atteint d'un adenocarcinome de la 
prostate, 

• ce rapport a une valeur inferieure a la valeur de reference, trouvee chez des 
patients affectes par une pathologie benigne de la prostate, de sorte que le 
patient est atteint d'une pathologie benigne de la prostate, telle qu'une 
hypertrophic benigne de la prostate. 
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Dans ce troisieme cas, la valeur de reference est comprise entre 88 et 98 % et 
preferentiellement entre 93 et 95 %. 

La presente invention concerne une quatrieme methode d'analyse en vue du 
diagnostic d'un adenocarcinome de la prostate chez un patient humain male, sans 
pratiquer de biopsie prostatique, qui utilise la proteine PSA (prostate specific antigen) 
presente dans un echantillon de sang, de serum, d'urine ou de liquide seminal du patient, 
caracterisee en ce qu'elle consiste a : 

- mesurer le niveau de PSA total, c'est-a-dire complexe et libre (dive ou non dive), 

- mesurer le niveau de tout ou partie du PSA libre dive, 

- calculer la proportion de PSA libre clive par rapport au PSA total, et 

- distinguer deux cas, a savoir : 

• ce rapport a une valeur inferieure ou egale a une valeur de reference ou de 
differentiation, trouvee chez des patients afFectes par un adenocarcinome de 
la prostate, de sorte que le patient est atteint d'un adenocarcinome de la 
prostate, 

• ce rapport a une valeur superieure a la valeur de reference, trouvee chez des 
patients afFectes par une pathologie benigne de la prostate, de sorte que le 
patient est atteint d'une pathologie benigne de la prostate, telle qu'une 
hypertrophic benigne de la prostate. 

Dans ce quatrieme cas, la valeur de reference est comprise entre 0, 1 et 2 % et 
preferentiellement entre 0,4 et 1 %. 

La presente invention concerne une premiere methode d'analyse en vue du 
diagnostic d'un adenocarcinome de la prostate chez un patient humain male, sans 
pratiquer de biopsie prostatique, qui utilise la proteine PSA (prostate specific antigen) 
presente dans un echantillon de sang, de serum, d'urine ou de liquide seminal du patient, 
caracterisee en ce qu'elle consiste a : 

- mesurer le niveau de PSA complexe, 

- mesurer le niveau de tout ou partie du PSA libre dive, 

- calculer la proportion de PSA libre dive par rapport au PSA complexe, et 

- distinguer deux cas, a savoir : 
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• ce rapport a une valeur superieure ou egale a une valeur de reference ou de 
differentiation, trouvee chez des patients affectes par un adenocarcinome de 
la prostate, de sorte que le patient est atteint d'un adenocarcinome de la 
prostate, 

• ce rapport a une valeur inferieure a la valeur de reference, trouvee chez des 
patients affectes par une pathologie benigne de la prostate, de sorte que le 
patient est atteint d'une pathologie benigne de la prostate, telle qu'une 
hypertrophic benigne de la prostate. 

Dans ce cinquieme cas, la valeur de reference est comprise entre 0, 1 et 2,2 % et 
preferentiellement entre 0,6 et 1,2 %. 

La presente invention concerne une sixieme methode d'analyse en vue du 
diagnostic d'un adenocarcinome de la prostate chez un patient humain male, sans 
pratiquer de biopsie prostatique, qui utilise la proteine PSA (prostate specific antigen) 
presente dans un echantillon de sang, de serum, d'urine ou de liquide seminal du patient, 
caract&isee en ce qu'elle consiste a : 

- mesurer le niveau de PSA libre non clive, 

- mesurer le niveau de tout ou partie du PSA libre clive, 

- mesurer le niveau de PSA libre, 

- mesurer le niveau de PSA total, 

- calculer la proportion de PSA libre clive par rapport au PSA libre non clive, dit 
premier rapport, 

- calculer la proportion de PSA libre par rapport au PSA total, dit second rapport, et 

- distinguer quatre cas, a savoir : 

• ce premier rapport a une valeur inferieure ou egale a une premiere valeur de 
reference ou de differentiation et ce second rapport a une valeur inferieure ou 
egale a une seconde valeur de reference ou de differentiation, de sorte que le 
patient est atteint d'un adenocarcinome de la prostate, 

• ce premier rapport a une valeur superieure ou egale a une premiere valeur de 
reference ou de differentiation et ce second rapport a une valeur superieure 
ou egale a une seconde valeur de reference ou de differentiation, de sorte que 
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le patient est atteint d'une pathologie benigne de la prostate, telle qu'une 
hypertrophic benigne de la prostate, 

• ce premier rapport a une valeur inferieure ou egale a une premiere valeur de 
reference ou de differentiation et ce second rapport a une valeur superieure 
ou egale a une seconde valeur de reference ou de differenciation, de sorte que 
le patient a une forte probability d'etre atteint d'un adenocarcinome de la 
prostate et une faible probability d'etre atteint d'une pathologie benigne de la 
prostate, telle qu'une hypertrophic benigne de la prostate, 

• ce premier rapport a une valeur superieure ou egale a une premiere valeur de 
reference ou de differenciation et ce second rapport a une valeur inferieure ou 
egale a une seconde valeur de reference ou de differenciation, de sorte que le 
patient a une forte probability d'etre atteint d'une pathologie benigne de la 
prostate, telle qu'une hypertrophic benigne de la prostate, et une faible 
probability d'etre atteint d'un adenocarcinome de la prostate. 

Dans ce sixieme cas, la premiere valeur de reference est comprise entre I et 18 
%, preferentiellement entre 5 et 8 % et plus precisement de sensiblement 6,3 %, et la 
seconde valeur de reference est comprise entre 10 et 20 %, preferentiellement entre 13 
et 17 % et plus precisement de sensiblement 15 %. 

Preferentiellement, dans le cadre de ce sixieme cas, la forte probability d'etre 
atteint d'un adenocarcinome de la prostate est comprise entre 80 et 95 % et 
preferentiellement entre 84 et 87 % et la faible probability d'etre atteint d'une pathologie 
benigne de la prostate est comprise entre 5 et 20 % et preferentiellement entre 13 et 16 
%, alors que la forte probability d'etre atteint d'une pathologie benigne de la prostate est 
comprise entre 80 et 95 % et preferentiellement entre 82 et 85 %, et la faible probability 
d'etre atteint d'un adenocarcinome de la prostate est comprise entre 5 et 20 % et 
pryferentiellement entre 1 5 et 18%. 

La presente invention concerne egaiement une methode d' analyse en vue du 
diagnostic d'un adenocarcinome ou d'une pathologie benigne de la prostate chez un 
patient, qui utilise la combinaison d'au moins deux methodes decrites ci-dessus. 
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Selon une variante de realisation, elle est mise en oeuvre lorsque la concentration 
en PSA total dans le sang ou dans le serum est superieure a 2 ng/ml. 

La presente invention concerne enfln un procede utilisant une des methodes qui 
viennent d'etre decrites, il consiste a : 

- detecter la presence et quantifier le PSA libre sous forme clivee et sous forme non 
clivee, et 

- determiner la valeur de la proportion de PSA libre clive par rapport au PSA libre total, 
par rapport a une valeur de reference, 

Prealablement on fait migrer les proteines issues du sang, du serum, 1'urine ou du 
liquide seminal du patient. 

Preferentiellement, la migration s'effectue par electrophorese bi-dimensionnelle. 
Prealablement on dose le taux de PSA total. 

Enfin et preferentiellement, la detection s'effectue par chimiluminescence apres 
revelation par Western Blot. 

Les figures ci-jointes sont donnees a titre d'exemple explicatif et n'ont aucun 
caractere limitatif. Elles permettront de mieux comprendre I'invention. 

La figure 1 represente un tableau comparatif du positionnement de serums de 
differents patients en fonction, d'une part, de leur concentration en PSA total, compris 
entre 2,1 et 30 ng/ml (axe des abscisses), et, d'autre part, de leur ratio PSA libre sur 
PSA total (axe des ordonnees). Ce tableau est tire d'un article « Free to total Prostate- 
Specific Antigen (PSA) ratio is superior to total-PSA in differentiating Benign Prostate 
Hypertrophy from prostate cancer », Vol. 156, 1964-1968, dec 1996 selon P. J. Van 
Cangh et al. Les ronds noirs representent les cas de cancer et les ronds blancs les cas de 
BPH. 

La figure 2 represente une electrophorese bi-dimensionnelle, ou la migration de 
PSA, sous differentes formes, s'effectue en fonction, d'une part, du point isoelectrique 
en abscisse, et d'autre part, du poids moleculaire en ordonnee. 

La figure 3 represente une electrophorese bi-dimensionnelle d'un serum d'un 
patient atteint d'une BPH, le serum contenant 3,9 ng/ml de PSA. 
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La figure 4 represente une electrophorese bi-dimensionnelle d'un serum d'un 
patient atteint d'un adenocarcinoma le serum contenant 4000 ng/ml de PSA. 

La figure 5 represente un tableau comparatif du positionnement de serums de 
differents patients en fonction, d'une part, de Ieur concentration en PSA total, compris 
5 entre 1 et 34 ng/ml (axe des abscisses), et, d'autre part, de leur ratio concentration PSA 
libre clive sur concentration PSA lib re non clive (axe des ordonnees). Les carres blancs 
representent les cas de cancer et les ronds noirs les cas de BPH. 

Enfin, la figure 6 represente un tableau comparatif du positionnement de serums 
de differents patients en fonction, d'une part, de leur ratio concentration en PSA libre 
10 sur concentration en PSA total (axe des abscisses), et, d'autre part, de leur ratio 
concentration en PSA libre clive sur PSA libre non clive (axe des ordonnees). Les carres 
blancs representent les cas de cancer et les ronds noirs les cas de BPH. 

La presente invention concerne une methode de diagnostic du cancer de la 
15 prostate ou de pathologie benigne de la prostate, telle que BPH, grace au traitement de 
100 fil d'echantillon de la fa^on suivante : 

- ajout de 50 \xl de solution en eau de Sulfate Dodecyl de Sodium (SDS) a 10 % et de 
Dithiothreitol (DTT) a 2,3 % ; 

- chauffage pendant 5 minutes dans un bain marie porte a ebullition ; 

20 - dilution dans QSP 350 ^1 de solution en eau d'uree 8,3 M, Thiouree 2 M, sulfonate de 
3-[(3-cholamidopropyl)-dimethylammonio]-l -propane (CHAPS) 4 %, DTT 100 mM, 
Servalyte 4-9 (Serva, Heidelberg, Allemagne) 2 %, Orange G 0,1 g/1 ; 

- rehydratation en tube a essai sous huile de paraffine pendant 6 a 72 heures a 
temperature ambiante d'une bande seche d'lmmobiline ayant un gradient de pH 

25 immobilise non lineaire entre pH=3 et pH=10 (Pharmacia, Uppsalla, Suede) a 1'aide des 
500 \x\ d'echantillon dilue ; 

- migration et focalisation des proteines de l'echantillon en fonction de leur point 
isoelectrique dans la bande d'lmmobiline a Paide du systeme Multiphore II (Pharmacia) 
conformement aux recommandations du fournisseur a 1 5 °C et pendant 1 00 kV/h a plus 

30 ou moins 10 % a 6000 V afin de realiser une separation selon la premiere dimension ; 

- congelation de la bande d'lmmobiline focalisee a -30 °C (facultatiQ ; 
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- equilibration de la bande d'Immobiline pendant une duree de 15 minutes dans une 
solution Tris(hydroxymethyl)-aminomethane 1,5 M, acide chlorhydrique pH=8,8 
additionne d'uree 6 M, SDS 2 %, Glycerol 30 %, Bleu de Bromophenol 50 mg/ml et 
DTT 10 mg/ml ; 

5 - equilibration de la bande d'Immobiline pendant 15 minutes en solution 
Tris(hydroxymethyl)-aminomethane 1,5 M, acide chlorhydrique pH=8,8 additionne 
d'urSe 6 M, SDS 2 %, Glycerol 30 %, Bleu de Bromophenol 50 mg/ml et Iodoacetamide 
480 mg/ml ; 

- egouttage pendant 5 a 10 minutes sur un papier buvard humide de I'exces de solution 
10 d'equilibration en deposant sur la tranche la bande d'immobiline ; 

- depot de la bande d'Immobiline au sommet d'un gel de polyacrylamide C=2,8 %, T=12 
% de 16 x 20 cm ; 

- recouvrement de la bande d'Immobiline par une solution fondue d'agarose a 0.5 % en 
tampon Tris(hydroxymethyl)-aminomethane 25 mM, glycine 192 mM, SDS 1 %, a 

15 pH=8,4 ; 

- migration en fonction de leur poids moleculaire des proteines precedemment focalisees 
dans la bande d'Immobiline au sein du gel de polyacrylamide a I'aide du systeme Protean 
II xi (Bio-Rad, Hercules, Etats Unis d'Amerique) conformement aux recommandations 
du fournisseur afm de realiser une separation selon la deuxieme dimension ; 

20 - transfert des proteines du gel bi-dimensionnel vers une membrane Immobilon-P 
(Millipore, Bedford, Etats Unis d'Amerique) a I'aide du systeme Trans-blot (Biorad) 
dans une solution d'acide sulphonique 3-[cyclohexylamino]-l -propane (CAPS) 10 mM, 
methanol 10 % a pH=l 1 pendant 16 a 24 heures a 400 mA ; 

- passivation pendant 1 heure des sites de fixation restes libres sur la membrane a I'aide 
25 de la solution TNTL (solution de Tris(hydroxymethyl)-aminomethane 15 mM, NaCI 

0,14 M, Tween 20 a 0,5 ml/1, pH=8,0 additionnee de 5 % de lait ecreme lyophilise) ; 

- incubation pendant 1 heure de la membrane dans une dilution a 10 \ig/m\ d'anticorps 
monoclonal de souris clone 13C9E9D6G8 (Bio-Merieux) en solution TNTL ; 

- lavage de la membrane 3 fois 10 minutes en solution TNTL ; 
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- incubation pendant 1 heure de la membrane dans une dilution au 1/5000 d'anticorps 
polyclonal de chevre anti Fc de souris couple a la peroxydase du raifort (Jackson 
ImmunoResearch, West Grove, Etats Unis d'Amerique) en solution TNTL ; 

- lavage de la membrane 2 fois 10 minutes en solution TNTL ; 

- lavage de la membrane 10 minutes en solution Tris(hydroxymethyl)-aminomethane 0.1 
M, acide chlorhydrique pH=7.6 ; 

- revelation a I'aide du substrat chimiluminescent de la peroxydase du raifort Super 
Signal Ultra (Pierce, Rockford, Etats Unis d'Amerique) selon Ies recommandations du 
fournisseur ; 

- detection de la lumiere emise a I'aide du systeme FluorS Multi-Imager (Bio-Rad) 
pendant 1 minute a 1 heure avec une echelle de 4096 niveaux de gris ; 

- quantification des formes de PSA libre clive et non dive a I'aide du logiciel Multi- 
Analyst (Bio-Rad) ; 

- calcul des proportions de PSA libre clive par rapport au PSA libre total, ou du PSA 
libre non clive par rapport au PSA libre total, ou du PSA libre clive par rapport au PSA 
libre non clive, ou du PSA clive par rapport au PSA total, ou du PSA clive par rapport 
au PSA complexe. 

- determination du diagnostic du cancer de la prostate selon les valeurs de reference 
precedemment decrites. 

La presente invention concerne done une methode de diagnostic d'un 
ad6nocarcinome de la prostate mais egalement une methode permettant de differencier 
un patient atteint d'un adenocarcinome de la prostate, d'un patient atteint d'une 
pathologie benigne de la prostate, comme par exemple une hypertrophic benigne de la 
prostate (BPH). 

Ainsi, comme cela est bien represents a la figure 1 , des ronds noirs et des ronds 
blancs sont representes. Les ronds noirs representent des cas de cancers alors que Ies 
ronds blancs concernent des BPH. On remarque essentiellement qu'il y a un melange 
total entre les cas de cancers et Ies cas de BPH. II est done difficile avec un rapport de 
PSA libre sur PSA total de calculer reellement s'il y a cancer ou BPH. On remarque 
neanmoins un point important, a savoir que la tres grande majorite des cas de cancers et 
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de BPH, presentes par la suite, est situee au-dessus d'une concentration de 2,1 ng/ml de 
PSA total. C'est le cas de soixante-quatorze des soixante-quinze serums de patients 
testes. Seul le patient 35 comporte une valeur inferieure de 1,27 ng/ml. En regie 
generate, il sera done logique de penser qu'en dessous de ce seuil, les cas de cancers ou 
de BPH sont tres peu frequents. Les patients presentant une concentration de PSA total 
inferieur a 2 ng/ml sont consideres comme etant sains. Le risque qu'ils aient une BPH 
n'est pas quantifiable car le nombre de cas analyses est trop faible pour etre significatif. 

La presente invention consiste done a differencier cancer et BPH. Pour se faire, 
on effectue des electrophoreses bi-dimensionnelles comme cela est represents par 
exemple sur la figure 2. On remarque trois proteines ou polypeptides de tallies 
differentes sur cette electrophorese. II y a tout d'abord en partie superieure une proteine 
de sensiblement 34 kD, a plus ou moins 20 %, qui correspond en fait a la proteine de 
PSAnon clivee. 

En dessous deux masses sont representees, a savoir sensiblement 26 kD et 21 
kD, a plus ou moins 20 %, qui correspondent chacune a une forme clivee du PSA. II 
existe une certaine proportion, entre les formes clivees et non clivees du PSA Iibre, qui 
peut etre utilisee pour differencier cancer et BPH. 

Ainsi, dans le cas de la figure 3, le patient est atteint d'une BPH et son serum 
contient bien entendu plus de 2,1 ng/ml de PSA total, soit tres exactement 3,9 ng/ml. 
Lorsqu'on rapporte cette concentration de PSA total sur la figure 1, on remarque qu'il y 
a, a ce niveau, a la fois des cas de BPH et des cas de cancers. II s'avere que lorsque Ton 
fait la mesure du PSA fibre total, e'est-a-dire clive ou non clive, que Ton mesure 
egalement le PSA Iibre clive, on peut faire un ratio PSA libre clive sur PSA libre total 
qui permet de diagnostiquer que le patient est atteint soit d'un cancer lorsque ce rapport 
est inferieur ou superieur a une valeur de reference, soit d'une pathologie benigne de la 
prostate lorsque ledit est rapport est superieur ou inferieur a cette valeur. 

De telles valeurs ont deja ete decrites ci-dessus et une telle methode de 
diagnostic peut etre appliquee egalement : 

• a un rapport entre la concentration de PSA libre non clive par rapport a la 
concentration du PSA libre total, ou 
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• a un ratio entre la concentration de PSA libre clive par rapport a la concentration d u 
PSA libre non clive, ou 

• a un ratio entre la concentration de PSA libre clive par rapport a la concentration du 
PSA total, ou enfin 

• a un ratio entre la concentration de PSA libre clive par rapport a !a concentration du 
PSAcomplexe. 

II est 6galement possible d'utiliser un ratio de ces rapports, c'est par exemple le 
cas en figure 6, avec le ratio entre le rapport de la concentration de PSA libre sur la 
concentration de PSA total en fonction du rapport de la concentration de PSA libre clive 
sur la concentration de PSA libre non clive. Ceci sera developpe plus loin. 

En regie generate, Tune de ces methodes est a mettre en ceuvre lorsque la 
concentration, dans le sang ou dans le serum, en PSA total est superieure ou egale a 2 
ng/ml. 

Le procede consiste done a faire migrer les proteines issues du sang, du serum, 
de Purine ou du liquide seminal du patient, a detecter la presence et a quantifier le PSA 
libre sous forme clivee ou sous forme non clivee et a determiner si le patient est sain ou 
atteint d'un adenocarcinome de la prostate ou d'une autre pathologie benigne de la 
prostate en fonction des resultats obtenus precedemment. 

La migration s'efFectue generalement par electrophorese bi-dimensionnelle et la 
detection par chimiluminescence avec revelation par Western Blot. Neanmoins, il est 
tout a fait possible d'envisager une technique utilisant des anticorps, qui sont soit 
sp^cifiques du PSA libre sous forme clivee soit specifiques du PSA libre sous forme non 
clivee soit eventuellement du PSA lie, et qui ne necessite pas une migration 
pr&ilablement a la detection desdites formes. 

L'ensemble des resultats obtenus est resume sur le tableau ci-dessous : 



Serum 


Pathologie 


TPSA 


fPSA 


cPSA 


fPSA / TPSA 


cPSA / ncPSA 


Patient 1 


BPH 


3,90 


0,87 


0,20 


22,31 


30,55 


Patient 2 


BPH 


7,50 


0,83 


0,09 


11,07 


12,11 


Patient 3 


PCa 


11,00 


1,21 


0,00 


11,00 


0,00 


Patient 4 


PCa 


713,00 


104,00 


2,50 


14,59 


2,46 
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Patient 5 


PCa 


3 120,00 


151,00 


6,22 


4,84 


4,30 


.Patient o 


PCa 


4000,00 


567,00 


21,55 


14,18 


3,95 


Patient 7 


BPH 


9,13 


2,84 


0,04 


31,11 


1,37 


Patient 8 


T4T T 

BPH 


6,22 


1,15 


0,13 


18,49 


12,60 


ratient y 


PCa 


1 7,07 


! 1,24 


0,03 


17,54 


2,61 


Patient 10 


"TJ T»T T 

i BPH 


A 1 O 

4,18 


2,28 


0,59 


31,95 


35,00 


Patient 1 1 


PCa 


10,5 


0,84 


0,00 


8,00 


0,00 


Patient 12 


BPH 


5,70 


1,10 


0,13 


19,30 


t 13,80 


Patient 13 


T5 T»T T 

BPH 


9,68 


2,82 


0,42 


29,13 


17,66 


Patient 14 


PCa 


8,09 


1,00 


0,12 


13,02 


13,74 


Patient 15 


PCa 


10,55 


2,09 


0,00 


19,81 


0,00 


Patient 16 


PCa 


5,42 


0,84 


0,01 


15,50 


0,95 


Patient 17 


PCa 


10,00 


0,69 


0,04 


6,90 


6,30 


Patient 18 


PCa 


5,42 


0,30 


! 0,01 


5,54 


3,79 


Patient 19 


BPH 


5,55 


1,00 


0,04 


18,02 


4,64 ' 


Patient 20 


BPH 


7,58 


0,72 


0,08 


9,50 


12,01 


Patient 21 


BPH 


4,16 


0,97 


0,06 


23,32 


6,56 


Patient 22 


BPH 


4,23 


0,44 


0,03 


10,40 


7,13 


Patient 23 


T> tit T 

BPH 


8,27 


3,50 


0,42 


42,32 


13,80 


Patient 24 


PCa 


6,81 


0,92 


0,18 


13,51 


24,80 


Patient 25 


PCa 


29,83 


1,73 


0,00 


5,80 


0,00 


Patient 26 


Tfc/^» 

PCa 


29,98 


7,15 


0,06 


24,43 


0,86 


Patient 2 / 


PCa 


4,98 


0,29 


0,00 


5,82 


0,00 


Patient 28 


BPH 


6,81 


1,02 


0,19 


14,98 


23,34 


Patient 29 


PCa 


5,66 


0,70 


0,03 


12,37 


5,13 


Patient 30 


PCa 


6,77 


0,61 


0,00 


10,00 


0,00 


Fatient J l 


PCa 


7,9 


1,79 


0,02 


22,66 


0,97 


Patient 32 


PCa 


4,09 


0,70 


0,00 


17,11 


0,00 


Patient 33 


! PCa 


26,51 


3,16 


0,00 


1 1,92 


0,00 


Fat lent 34 


PCa 


C A 

5,4 


0,38 


0,02 


7,00 


4,70 ! 


Patient 35 


BPH 


1,27 


0,19 


0,05 


14,18 


31,72 


Patient 36 


BPH 


7,7 


1,19 


0,18 


15,45 


17,36 


Patient 37 


BPH j 


5,24 


0,72 


0,06 


13,74 


9,51 


Patient 38 


T> T>T T 

BPH 


6,89 


1,62 


0,33 


23,51 


25,69 


Patient 39 


PCa 


9,58 


1,23 


0,00 


12,84 


0,36 


Patient 40 


RPR 
or n 


^ 19 
J, 1Z 


ft ^A 




1 U, j 5 


O /CO 

8,62 


Patient 41 


PCa 


7,07 


1,24 


0,02 


17,54 


1,84 


Patient 42 


BPH 


6,32 


1,72 


0,24 


27,22 


16,06 


Patient 43 


BPH 


7,67 


2,57 


0,28 


33,51 


12,42 


Patient 44 


PCa 


12,47 


0,81 


0,02 


6,50 


2,48 


Patient 45 


PCa 


10,57 


0,70 


0,00 


6,62 


0,00 


Patient 46 


PCa 


17,49 


1,09 


0,01 


6,23 


1,26 


Patient 47 


PCa 


10,84 


2,56 j 


0,00 


18,29 


0,00 ! 


Patient 48 


PCa 


7,39 


1,18 


0,02 


14,78 


2,02 j 
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Patient 49 


PCa 


40,39 


10,00 


0,00 


24,76 


0,00 


Patient 50 


PCa 


11,43 


0,89 


0,00 


7,79 


0,32 


Patient 51 


i PCa 


46,46 


3,43 


0,14 


7,38 


4,17 


Patient 52 


BPH 


5,03 


0,46 


0,05 


! 9,15 


11,65 


Patient 53 


1 BPH 


4,01 


0,52 


0,10 


12,97 


25,11 


Patient 54 


PCa 


5,62 


0,20 


0,00 


! 3,56 


1,11 


Patient 55 


PCa 


9,5 


0,34 


0,00 


3,58 


1,07 


Patient 56 


BPH 


6,22 


1,86 


0,12 


29,90 


6,89 


Patient 57 


i BPH 


2,42 


0,74 


0,07 


22,73 


9,71 


Patient 58 


BPH 


5,8 


1,86 


0,43 


32,07 


29,79 


Patient 59 


1 BPH 


4,52 


1,05 


0,09 


23,23 


9,01 


Patient 60 


BPH 


6,22 


1,86 


0,21 


29,90 


13,02 


Patient 61 


PCa 


4,63 


0,71 


0,00 


15,33 


0,00 


Patient 62 


PCa 


31,01 


2,58 


0,00 


8,32 


0,00 


Patient 63 


PCa 


33,96 


10,00 


0,00 


29,45 


0,00 


Patient 64 


PCa 


58,82 


6,84 


0,04 


11,63 


0,56 


Patient 65 


PCa 


20,29 


3,15 


0,09 


11,04 


2,92 


Patient 66 


BPH 


5,01 


1,17 


0,08 


23,35 


7,10 


Patient 67 


BPH 


16 


2,24 


0,70 


14,00 


45,13 


Patient 68 


BPH 


4,55 


1,01 


0,07 


22,20 


8,01 


Patient 69 


BPH 


5,20 


1,53 


0,13 


29,42 


9,34 


Patient 70 


BPH 


7,21 


1,43 


0,17 


19,83 


13,77 


Patient 71 


PCa 


5,56 


0,86 


0,00 


15,47 


0,00 


Patient 72 


PCa 


5,62 


0,20 


0,01 


3,56 


3,45 


Patient 73 


PCa 


98,82 


7,68 


0,03 


7,77 


0,33 


Patient 74 


PCa 


18,41 


1,64 


0,08 


8,78 


4,87 


Patient 75 


BPH 


4,29 


1,48 


0,22 


34,50 


17,71 



II s'agit d'une etude comparative entre les serums de soixante quinze , patients 
differents. 

Afin de bien comprendre le tableau ci-dessus, il convient de noter que les 
5 concentrations de PSA total (TPSA), PSA libre (fPSA) et PSA dive (cPSA) sont 
exprimees en ng/ml. Les ratios, pour leur part, sont exprimes en pourcentage. 

Ce tableau permet de visualiser rapidement les ratios qui peuvent exister entre : 

- la concentration de PSA total, ci-apres reference TPSA, 

- la concentration de PSA lie a des inhibiteurs de proteases, telles que TACT, ci- 
10 apres reference bPS A, 

- la concentration de PSA libre, ci-apres reference fPSA, 

- la concentration de PSA libre non dive, ci-apres reference ncPSA, et 
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- la concentration de PSA libre clive, ci-apres reference cPSA. 

II convient de noter que Ton utilise dans la colonne de droite la concentration de 
PSA non clive (ncPSA). Meme si celle-ci n'est pas donnee, elle se deduit aisement 
de P equation suivante : 

ncPSA = fPSA - cPSA 

Lorsque Ton prend en compte Ie ratio fPSA/TPSA, on remarque que ce ratio 
n'est pas du tout caracteristique. Ainsi, sur les six premiers patiente, seuls les patients 1 
et 5 ont un ratio caracteristique, c'est-a-dire qu'il pourrait permettre de distinguer un 
cas de cancer d'une cas de BPH. 

Dans les autres cas, les ratios sont compris entre 11,00 et 14,59. Une 
discrimination n'est done pas possible entre cancer et BPH. Ceci est egalement vrai avec 
les autres serums de patients. II est par exemple tres difficile de differencier les patients 8 
et 9, 12 et 15, etc. 

Des exemples particulierement frappants sont les cas des patients 22, 40 et 52 
qui sont atteints d'une BPH avec un ratio fPSA/TPSA toujours inferieur a 1 1, alors que 
dans le meme temps, les patients 26, 31, 49 et 63 sont atteints d'un cancer en ayant un 
ratio toujours superieur a 22. Entre ces valeurs 11 et 22 il y a done une zone floue quant 
au diagnostic. Or de nombreux serums sont dans cette zone (voire au-dela comme e'est 
le cas des sept patients que Ton vient de decrire). Le nombre de serums compris dans 
cette zone est de trente et un, soit un total de trente-huit serums non diagnostiques avec 
une probability efficiente. Ce qui represente une erreur de sensiblement 50,67 %. 
L'utilisation du rapport fPSA/TPSA est dans ce cas inadaptee a la distinction entre BPH 
et cancer. 

Ceci montre bien les limites de cette technique. 

Si par contre, on utilise les rapport existants entre cPSA/bPSA, cPSA/TPSA, 
ncPSA/fPSA, cPSA/fPSA et cPSA/ncPSA, et en se reportant toujours aux six premiers 
serums de patients, on remarque qu'il existe une difference importante entre les ratios 
des patients 1 et 2 atteints d'une BPH et les patients 3 a 6 atteints d'un cancer. 
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Ces rapports qui utilisent les formes clivees et/ou non clivees du PSA sont done 
bien plus representatifs de Petat reel d'un patient. 

Ainsi, dans le cadre des exempies tires du tableau, avec le rapport cPSA/TPSA, 
dans le cas d'une BPH le rapport est toujours superieur ou egal a 1,2 % et dans le cas 
d'un cancer le rapport est toujours inferieur a 0,54 %. 

Avec le rapport cPSA/bPSA, dans le cas d'une BPH le rapport est toujours 
superieur a 1,34 % et dans le cas d'un cancer le rapport est toujours inferieur a 0,63 %. 

Avec le rapport ncPSA/fPSA, dans le cas d'une BPH le rapport est toujours 
inferieur a 89,2 % et dans le cas d'un cancer le rapport est toujours superieur a 95,88 %. 

Avec le rapport cPSA/fPSA, dans le cas d'une BPH le rapport est toujours 
superieur a 10,8 % et dans le cas d'un cancer le rapport est toujours inferieur a 4,12 %. 

Enfin, avec le rapport cPSA/ncPSA, dans le cas d'une BPH le rapport est 
toujours superieur a 12,1 1 % et dans le cas d'un cancer le rapport est toujours inferieur 
a 4,3 %. 

Les rapports, qui ne sont pas representatifs, sont constitues par les rapports 
ncPSA/TPSA, ncPSA^PSA et fPSA/TPSA puisque les ratios de trois patients 3, 4 et 6, 
atteints de cancer, se situent dans l'intervalle delimite par les ratios des patients 1 et 2, 
atteints d'une BPH. 

De ce fait, il peut etre particulierement interessant d'utiliser une combinaison des 
differents rapports cPSAATSA, cPSA/bPSA, ncPSA/fPSA, cPSA/fPSA et 
cPSA/ncPSA, voire la totalke de ces rapports, pour difFerencier une pathologie benigne 
de la prostate par rapport a un cancer de la prostate. 

Lorsque Ton met en exergue les patients 22, 40 et 52, on remarque que leur 
rapport cPSA/ncPSA est respectivement de 7,13 - 8,62 - 1 1,65. En ce qui concerne les 
patients 26, 31, 49 et 63, leur rapport cPSA/ncPSA est alors respectivement de 0,86 - 
0,97 - 0,00 - 0,00. 

Le rapport est done parfaitement adapte au diagnostic que les praticiens 
souhaitent realises. 
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Si Ton se refere maintenant a la figure 5, on remarque qu'au-dessus (Tune droite 
horizontale correspondant a 6,5 % du ratio cPSA/ncPSA, la quasi totaiite des cas de 
BPH est representee, a F exception de deux cas. II s'agit des patients 7 et 19 dont les 
rapports sont de 1,37 et 4,64, soit deux cas sur trente-trois, c f est-a-dire que Perreur est- 
de sensiblement 6 %, ce qui est considerablement inferieur au rapport classique 
fPSA/TPSA, vu precedemment. 

On remarque egalement qu'au-dessous de cette droite horizontale de reference 
situee a 6,5 % du ratio cPSA/ncPSA, la quasi totaiite des cas de cancer est representee, 
a Fexception de deux cas. II s'agit des patients 14 et 24 dont les rapports sont de 13,74 
et 24,80, soit deux cas sur quarante-deux, c'est-a-dire que Perreur est de sensiblement 
4,77 %. 

La figure 6 est encore plus parlante. On remarque deux droites, Pune verticale 
Pautre horizontale, qui se croisent. La droite verticale correspond a la valeur 15,1 % du 
rapport fPSA/TPSA et la droite horizontale correspond a la valeur 6,2 % du rapport 
cPSA/ncPSA. Quatre cas de figure peuvent etre deduit, il s'agit de : 

• ce rapport cPSA/ncPSA a une valeur inferieure ou egale a 6,2 % et ce rapport 
fPSA/TPSA a une valeur inferieure ou egale a 15,1 %, de sorte que le patient 
est atteint d'un adenocarcinome de la prostate, 

• ce rapport cPSA/ncPSA a une valeur superieure a 6,2 % et ce rapport 
fPSA/TPSA a une valeur superieure a 15,1 %, de sorte que le patient est 
atteint d'une pathologie benigne de la prostate, telle qu'une hypertrophic 
benigne de la prostate, 

• ce rapport cPSA/ncPSA a une valeur inferieure ou egale a 6,2 % et ce rapport 
fPSA/TPSA a une valeur superieure a 15,1 %, de sorte que le patient a une 
forte probability d'etre atteint d'un adenocarcinome de la prostate et une 
faible probability d'etre atteint d'une pathologie benigne de la prostate, telle 
qu'une hypertrophic benigne de la prostate, 

• ce rapport cPSA/ncPSA a une valeur superieure a 6,2 % ce rapport 
fPSA/TPSA a une valeur inferieure ou egale a 1 5, 1 %, de sorte que le patient 
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a une forte probability d'etre atteint d'une pathologie benigne de la prostate, 
telle qu'une hypertrophic benigne de la prostate, et une faible probability 
d'etre atteint d'un adenocarcinome de la prostate. 
Meme si les valeurs de reference sont donnees a 6,2 et 15,1 %, ii est possible 
qu'avec un autre panel de serums ou bien un nombre difFerents de serums ces chifFres 
varient. Done preferentiellement, la premiere valeur de reference est comprise entre 1 et 
18 %, preferentiellement entre 5 et 8 %, et la seconde valeur de reference est comprise 
entre 10 et 20 %, preferentiellement entre 13 et 17 %. 

En ce qui concerne les probabilites evoques plus haut, dans le troisieme cas 
decrit ci-dessus, la forte probability d'etre atteint d'un adenocarcinome de la prostate est 
comprise entre 84 et 87 % et la faible probability d'etre atteint d'une pathologie benigne 
de la prostate est comprise entre 13 et 16 %. Ainsi, il y a deux cas de BPH sur quatorze 
au total. Neanmoins pour ces troisieme et quatrieme cas, ces valeurs peuvent etre 
elargies du fait qu'avec d'autres echantillons une fourchette plus large peut etre trouvee, 
par exemple 80 a 95 % pour la forte probability, et 5 a 20 % pour la faible probability. 

Dans le quatrieme cas, la forte probability d'etre atteint d'une pathologie benigne 
de la prostate est comprise entre 82 et 85 %, et la faible probability d'etre atteint d'un 
adenocarcinome de la prostate est comprise entre 15 et 18 %. Ce qui correspond a deux 
cas de cancers pour douze cas au total. 

Neanmoins pour ces troisieme et quatrieme cas, ces valeurs peuvent etre elargies 
du fait qu'avec d'autres echantillons une fourchette plus large peut etre trouvee, par 
exemple 80 a 95 % pour la forte probability, et 5 a 20 % pour la faible probability. 

Nous disposons de trois variables independantes : 

• A = bPSA, e'est-a-dire le PSA complexe ou lie a des inhibiteurs (ACT...) 

• B = ncPSA, e'est-a-dire le PSA Iibre non dive 

• C = cPSA, e'est-a-dire le PSA libre dive 
avec des concentrations telles que A » B » C 

En consequence, les difFerents ratios peuvent etre ecrits de la fapon qui suit et 
conduire aux approximations suivantes : 
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JPSA B + C B 



TDC A 

IfoA 


~ A+B+C' 


s — 

A 


ncPSA 


B 


B 


TPSA 


~ A+B+C 


A 


cPSA 


C 


C 


TPSA ' 


A+B+C A 


ncPSA 


B 




bPSA 


~ A 




cPSA 


C 





bPSA A 

ncPSA B C 1 C 

JPSA ~ B + C~ l ~ B + C~ l ~ ] + B~ l ~ B 



C 



8. 



cPSA _ C 1 C 

JPSA " B + C ~ B~ B 
C 

cPSA C 



ncPSA B 



II apparait done que les ratios 1, 2 et 4 conduisent au meme type de reponse. Le 
ratio 1 a deja ete decrit dans Tetat de la technique, qui a ete discute precedemment, et 
conduit a de nombreux diagnostics errones, par consequent, les ratios 2 et 4 ne sont pas 
interessants. 

Les ratios 6, 7 et 8 sont relies par une relation mathematique exacte ce qui 
revient a dire qu'ils permettent d f aboutir a une reponse identique. 

Les ratios 3 et 5 conduisent a une reponse equivalente differente des ratios 
precedents. 

Les ratios 3 et 5 a 8 sont done representatifs. 

II existe plusieurs strategies de dosage du PSA libre clive ou non clive. 

Le PSA clive presente les caracteristiques suivantes. Premierement, les sites de 
fragmentations internes n'affectent pas la cohesion tridimensionnelle de la molecule du 
fait de Texistence de cinq ponts disulfides qui lient les diffdrents fragments. 
Deuxiemement, apres reduction, ces ponts disulfures sont rompus et les difFerents 
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fragments de PSA se dissocient. Troisiemement, les fragmentations modifient la 
conformation du PSA et lui font perdre son activite enzymatique et sa capacite de 
liaison aux inhibiteurs de protease. 

I - Dosage d es formes clivees apres reduction de 1'echantillon : 

Apres fragmentation ou clivage et reduction, des zones internes au PSA sont 
demasquees et des epitopes inaccessibles sur le PSA entier sont devoiles. Du PSA dive 
et reduit ou des peptides situes avant et apres les sites de clivage component de tels 
epitopes. Des immunisations avec ces peptides ou du PSA clive et reduit permettent 
d'obtenir des anticorps diriges contre les epitopes recherches. Apres reduction de 
1'echantillon a analyser, un test utilisant de tels anticorps dose specifiquement le PSA 
clive. 

Ainsi, un immunogene de PSA clive et reduit a ete obtenu et caracterise. Des 
peptides situes avant ou apres les sites de clivages ont ete synthetises. Une 
immunisation avec du PSA clive et reduit a ete realisee sur souris. Dix clones 
d'anticorps monoclonaux specifiques des epitopes propres au PSA clive ont ete obtenus 

II - Dosag e des formes clivees sans reduction de l'echantillon : 

Le PSA clive est inactif et peut comporter une modification conformationnelle 
responsable de la perte d'activite. Une immunisation sur souris avec ce PSA peut 
permettre d'obtenir des anticorps diriges contre ces epitopes conformationnels. Un test 
utilisant ces anticorps dose directement et specifiquement le PSA clive. 

Du PSA inactif majoritairement clive a ete obtenu chez un fournisseur. Une 
immunisation sur souris a ete realisee. 

III - Dosag e du PSA non clive apres reduction de rechantillon : 

Apres reduction de 1'echantillon, le PSA clive se fragmente alors que 
l'enchainement d'acide amine du PSA non clive reste intact. Des peptides C-terminal et 
N-terminal permettent d'effectuer une mise en evidence specifiquement des anticorps 
diriges contre la partie C-terminal ou la partie N-terminal ou encore d'en obtenir apres 
immunisation. Apres reduction de 1'echantillon, un sandwich avec un anticorps dirige 
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contre la partie C-terminal et un anticorps dirige contre la partie C-terminal (***???) 
permettrait de ne reconnaitre que le PSA entier. 

Des peptides C-termina! et N-terminal du PSA ont ete realises. Ces peptides ont 
ete utilises pour mettre en evidence des immunisations sur souris realisees avec du PSA 
seminal ou pour immuniser directement des souris. Des anticorps ont ete mis en 
evidence pour definir des couples reconnaissant Ie PSA reduit non dive et non le PSA 
reduit clive. 

Nous disposons de certains couples d'anticorps disposant des caracteristiques 
attendues comme cela est bien represents sur le tableau joint ci-apres : 



Anticorps monoclonal 


PSA reduit non clive a 100 ng/ml 


PSA reduit clive a 100 ng/ml 


4H10B4 


>2 


0,133 


21D7C1 


>2 


0,103 


1C7H10 


>2 


0,121 


12E6H9 


1,803 


0,082 



IV - Dosage du PSA non clive en condition non reduite : 

Le PSA non clive peut comporter certains epitopes conformationnels differents 
du PSA clive (reference au chapitre II). Des peptides chevauchants les sites de 
fragmentation peuvent presenter de tels epitopes. Une immunisation sur souris avec ces 
peptides ou avec du PSA non clive permet d'obtenir des anticorps diriges contre ces 
epitopes. Un test, utilisant ces anticorps, dose directement et specifiquement le PSA 
non clive. 

Les peptides ont ete synthetises. Une immunisation avec du PSA 
majoritairement non clive a ete realisee sur souris. 

V - Dosage du PSA enzymatiquement actif : 

Le PSA non clive dans le serum peut etre enzymatiquement actif. Ainsi, il a ete 
demontre que le PSA clive etait enzymatiquement inactif mais pas ('inverse. Un peptide 
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inhibiteur presentant une forte affinite pour le PSA actif peut etre con$u par phage 
display et/ou modification de sequences naturelies. Le peptide ainsi conpu peut etre 
utilise pour capturer selectivement le PSA enzymatiquement actif et permettre ainsi son 
dosage. 

Le protocole qui suit permet le dosage specifique du PSA non dive. II consiste 
a effectuer les operations suivantes : 

• Revetement de micro-plaque ELISA par lOOpl d'anticorps a 20 pg/ml en 
tampon Tris Maleate 0.2M, pH=6.2. 

• Incubation 1 nuit a temperature ambiante. 

• Lavage par 3 fois 300 pi de tampon Tris Maleate 0,2M, Tween 20 0.5%, 
pH=6.2 

• Passivation 1 heure par 200 pi de tampon Tris Maleate 0.2M, serum de veau 
foetal 3 %, pH=6.2. 

• Lavage par 3 fois 300 pi de tampon Tris Maleate 0.2M, Tween 20 0.5%, 
pH=6.2 

• Dilution du PSA a 100 ng/ml en tampon Tris Maleate 0.2M, serum de veau 
foetal 3 %, pH=6.2. 

• Incubation de 100 pi de PSA 1 heure a 37°C. 

• Lavage par 3 fois 300 pi de tampon Tris Maleate 0.2M, Tween 20 0.5%, 
pH=6.2 

• Incubation 1 heure a 37°C de 100 pi d'anticorps anti-PSA biotinyle 3A1B5, 
dilue 1/1000 en tampon Tris Maleate 0.2M, serum de veau foetal 3 %, 
pH=6.2. 

• Lavage par 3 fois 300 pi de tampon Tris Maleate 0.2M, Tween 20 0.5%, 
pH=6.2 

• Incubation 1 heure a 37°C de 100 pi de streptavidine-phosphatase alcaline, 
dilue 1/500 en tampon Tris 0.2M, NaCl 0.1M, MgC! 2 ImM, ZnCl 2 0.1 mM, 
serum de veau foetal 3 %, pH=6.5. 
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• Lavage par 3 fois 300 *il de tampon Tris Maieate 0.2M, Tween 20 0.5%, 
pH=6.2 

• Revelation 15 minutes a 37°C avec 100 |il de substrat pNPP 

• Blocage de la reaction par 100 |il de soude 1 N. 

• Lecture sur photospectrometre a 405 nm avec soustraction du bruit de fond a 
630 nm. 



WO 00/02052 



25 



PCI7FR99/01622 



REVINDICATIONS 

I. Methode d'analyse en vue du diagnostic d'un adenocarcinome de la prostate 
chez un patient humain male, sans pratiquer de biopsie prostatique, qui utilise la proteine 
5 PSA (prostate specific antigen) presente dans un echantillon de sang, de serum, d'urine 
ou de liquide seminal du patient, caract^risee en ce qu' elle consiste a : 

- mesurer le niveau de PSA libre total, c'est-a-dire clive ou non clive, 

- mesurer le niveau de tout ou partie du PSA libre clive, 

- calculer la proportion de PSA libre clive par rapport au PSA libre total, et 
10 - distinguer deux cas, a savoir : 

• ce rapport a une valeur inferieure ou egale a une valeur de reference ou de 
differentiation, trouvee chez des patients afFectes par un adenocarcinome de 
la prostate, de sorte que le patient est atteint d'un adenocarcinome de la 
prostate, 

15 • ce rapport a une valeur superieure a la valeur de reference, trouvee chez des 

patients afFectes par une pathologie benigne de la prostate, de sorte que le 
patient est atteint d'une pathologie benigne de la prostate, telle qu'une 
hypertrophic benigne de la prostate. 

20 2. Methode d'analyse en vue du diagnostic d'un adenocarcinome de la prostate 

chez un patient humain male, sans pratiquer de biopsie prostatique, qui utilise la proteine 
PSA (prostate specific antigen) presente dans un echantillon de sang, de serum, d'urine 
ou de liquide seminal du patient, caracterisee en ce qu' elle consiste a : 

- mesurer le niveau de PSA libre non clive, 

25 - mesurer le niveau de tout ou partie du PSA libre clive, 

- calculer la proportion de PSA libre clive par rapport au PSA libre non clive, et 

- distinguer deux cas, a savoir : 

• ce rapport a une valeur inferieure ou egale a une valeur de reference ou de 
differenciation, trouvee chez des patients afFectes par un adenocarcinome de 

30 la prostate, de sorte que le patient est atteint d'un adenocarcinome de la 

prostate, 
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• ce rapport a une valeur superieure a la valeur de reference, trouvee chez des 
patients affectes par une pathologie benigne de la prostate, de sorte que le 
patient est atteint d'une pathologie benigne de la prostate, telle qu'une 
hypertrophic benigne de la prostate. 

5 

3. Methode, selon Tune quelconque des revendications 1 ou 2, caracterisee en ce 
9ue la valeur de reference est comprise entre 2 et 12 % et preferentiellement entre 5 et 8 

%. 

10 4 Methode d'analyse en vue du diagnostic d'un adenocarcinome de la prostate 

chez un patient humain male, sans pratiquer de biopsie prostatique, qui utilise la proteine 
PSA (prostate specific antigen) presente dans un echantillon de sang, de serum, d'urine 
ou de liquide seminal du patient, caracterisee en ce que lle consiste a : 

- mesurer le niveau de PSA libre total, c'est-a-dire clive ou non dive, 
15 - mesurer le niveau de tout ou partie du PSA libre non clive, 

- calculer la proportion de PSA libre non clive par rapport au PSA libre total, et 

- distinguer deux cas, a savoir : 

• ce rapport a une valeur superieure ou egale a une valeur de reference ou de 
differentiation, trouvee chez des patients affectes par un adenocarcinome de 

20 la prostate, de sorte que le patient est atteint d'un adenocarcinome de la 

prostate, 

• ce rapport a une valeur inferieure a la valeur de reference, trouvee chez des 
patients affectes par une pathologie benigne de la prostate, de sorte que le 
patient est atteint d'une pathologie benigne de la prostate, telle qu'une 

25 hypertrophic benigne de la prostate. 

5. Methode, selon la revendication 4, caracterisee en ce que la valeur de 
reference est comprise entre 88 et 98 % et preferentiellement entre 93 et 95 %. 
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6. Methode d'analyse en vue du diagnostic d'un adenocarcinome de la prostate 
chez un patient humain male, sans pratiquer de biopsie prostatique, qui utilise la proteine 
PSA (prostate specific antigen) presente dans un echantillon de sang, de serum, d'urine 
ou de liquide seminal du patient, caracterisee en ce qu' elle consiste a : 

- mesurer le niveau de PSA total, c'est-a-dire complexe et libre (dive ou non dive), 

- mesurer le niveau de tout ou partie du PSA libre clive, 

- calculer la proportion de PSA libre clive par rapport au PSA total, et 

- distinguer deux cas, a savoir : 

• ce rapport a une valeur inferieure ou egale a une vaieur de reference ou de 
differentiation, trouvee chez des patients affectes par un adenocarcinome de 
la prostate, de sorte que le patient est atteint d'un adenocarcinome de la 
prostate, 

• ce rapport a une valeur superieure a la valeur de reference, trouvee chez des 
patients affectes par une pathologie benigne de la prostate, de sorte que le 
patient est atteint d'une pathologie benigne de la prostate, telle qu'une 
hypertrophic benigne de la prostate. 

7. Methode, selon la revendication 6, caracterisee en ce que la valeur de 
reference est comprise entre 0,1 et 2 % et preferentiellement entre 0,4 et 1 %. 

8. Methode d'analyse en vue du diagnostic d'un adenocarcinome de la prostate 
chez un patient humain male, sans pratiquer de biopsie prostatique, qui utilise la proteine 
PSA (prostate specific antigen) presente dans un echantillon de sang, de serum, d'urine 
ou de liquide seminal du patient, caracterisee en ce qu' elle consiste a : 

- mesurer le niveau de PSA complexe, 

- mesurer le niveau de tout ou partie du PSA libre clive, 

- calculer la proportion de PSA libre clive par rapport au PSA complexe, et 

- distinguer deux cas, a savoir : 

• ce rapport a une valeur superieure ou egaie a une valeur de reference ou de 
differentiation, trouvee chez des patients affectes par un adenocarcinome de 
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la prostate, de sorte que le patient est atteint d'un adenocarcinome de la 
prostate, 

• ce rapport a une valeur inferieure a la valeur de reference, trouvee chez des 
patients affectes par une pathologie benigne de la prostate, de sorte que le 
patient est atteint d'une pathologie benigne de la prostate, telle qu'une 
hypertrophic benigne de la prostate. 

9. Methode, selon la revendication 8, caracterisee en ce q ue la valeur de 
reference est comprise entre 0,1 et 2,2 % et preferentiellement entre 0,6 et 1,2 %. 

10. Methode d'analyse en vue du diagnostic d'un adenocarcinome de la prostate 
chez un patient humain male, sans pratiquer de biopsie prostatique, qui utilise la proteine 
PSA (prostate specific antigen) presente dans un echantilion de sang, de serum, d'urine 
ou de liquide seminal du patient, caracterisee en ce qu' elle consiste a : 

- mesurer le niveau de PSA libre non dive, 

- mesurer le niveau de tout ou partie du PSA libre dive, 

- mesurer le niveau de PSA libre, 

- mesurer le niveau de PSA total, 

- calculer la proportion de PSA libre dive par rapport au PSA libre non clive, dit 
premier rapport, 

- calculer la proportion de PSA libre par rapport au PSA total, dit second rapport, et 

- distinguer quatre cas, a savoir : 

• ce premier rapport a une valeur inferieure ou egale a une premiere valeur de 
reference ou de differentiation et ce second rapport a une valeur inferieure ou 
egale a une seconde valeur de reference ou de differenciation, de sorte que le 
patient est atteint d'un adenocarcinome de la prostate, 

• ce premier rapport a une valeur superieure ou egale a une premiere valeur de 
reference ou de differenciation et ce second rapport a une valeur superieure 
ou egale a une seconde valeur de reference ou de differenciation, de sorte que 
le patient est atteint d'une pathologie benigne de la prostate, telle qu'une 
hypertrophic benigne de la prostate, 
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• ce premier rapport a une valeur inferieure ou egale a une premiere valeur de 
reference ou de differentiation et ce second rapport a une valeur superieure 
ou egale a une seconde valeur de reference ou de differentiation, de sorte que 
le patient a une forte probability d'etre atteint d'un adenocarcinome de la 
prostate et une faible probability d'etre atteint d'une pathologie benigne de la 
prostate, telle qu'une hypertrophic benigne de la prostate, 

• ce premier rapport a une valeur superieure ou egale a une premiere valeur de 
reference ou de differentiation et ce second rapport a une valeur inferieure ou 
egale a une seconde valeur de reference ou de differentiation, de sorte que le 
patient a une forte probability d'etre atteint d'une pathologie benigne de la 
prostate, telle qu'une hypertrophic benigne de la prostate, et une faible 
probability d'etre atteint d'un adenocarcinome de ia prostate. 

11. Methode, selon la revendication 10, caracterisee en ce que la premiere valeur 
de reference est comprise entre 1 et 18 %, preferentiellement entre 5 et 8 % et plus 
precisement de sensiblement 6,3 %, et que la seconde valeur de reference est comprise 
entre 10 et 20 %, preferentiellement entre 13 et 17 % et plus precisement de 
sensiblement 15 %. 

12. Methode, selon Tune quelconque des revendications 10 ou 11, caracterisee 
en ce que la forte probability d'etre atteint d'un adenocarcinome de la prostate est 
comprise entre 80 et 95 % et preferentiellement entre 84 et 87 % et la faible probability 
d'etre atteint d'une pathologie bynigne de la prostate est comprise entre 5 et 20 % et 
preferentiellement entre 13 et 16 %. et que la forte probability d'etre atteint d'une 
pathologie benigne de la prostate est comprise entre 80 et 95 % et preferentiellement 
entre 82 et 85 %, et la faible probability d'etre atteint d'un adenocarcinome de la 
prostate est comprise entre 5 et 20 % et preferentiellement entre 1 5 et 18 %. 

13. Methode d'analyse en vue du diagnostic d'un adenocarcinome ou d'une 
pathologie benigne de la prostate chez un patient, qui utilise la combinaison d'au moins 
deux methodes, chaque methode etant constituee par l'une quelconque des 
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revendications 1 ou 2 ou 3, ou bien 4 ou 5, ou bien 6 ou 7, ou bien 8 ou 9, ou bien 10 
ou 11 ou 12. 

14. Methode, selon Fune quelconque des revendications 1 a 13, caracterisee en 
ce qu'elle est mise en oeuvre lorsque la concentration en PSA total dans le sang ou dans 
le serum est superieure a 2 ng/ml. 

15. Precede utilisant une methode, selon Tune quelconque des revendications 1 a 
14, caracterise en ce qu' il consiste a : 

- detecter la presence et quantifier le PSA libre sous forme clivee et sous forme non 
clivee, et 

- determiner la valeur de la proportion de PSA libre clive par rapport au PSA libre total, 
par rapport a une valeur de reference. 

16. Procede, selon la revendication 15, caracterise en ce que prealablement on 
fait migrer les proteines issues du sang, du serum, Purine ou du liquide seminal du 
patient. 

17. Procede, selon Tune quelconque des revendications 15 ou 16, caracteris6 en 
ce que la migration s'effectue par electrophorese bi-dimensionnelle. 

18. Procede, selon Tune quelconque des revendications 15 a 17, caracterise en 
ce que prealablement on dose le taux de PSA total. 

19. Procede, selon Tune quelconque des revendications 15 ou 18, caracterise en 
ce que la detection s'efFectue par chimiluminescence apres revelation par Western Blot. 
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